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Previous studies from this laboratory have shown that a particulate preparation from AspergilZus niger catalyses 
the incorporation of mannose, from GDP-mannose, into a lipid fraction which has been identified as polyprenyl 
phosphate mannose (PPM). The results of kinetic studies presented in this communication suggest hat PPM serves 
as an intermediate in the ensymatic transfer of mannosyl unit from GDP-mannose to endogenous glycoproteins. 
&elimination or Pronase treatment and subsequent dialysis result respectively in 70% or 90% release of radioactivity. 
The absence of passive penetration of GDP-mannose across microsome membranes and the inhibitory effect of 
palmityl-CoA on mannose transfer are in good agreement with the involvement of PPM in the transport of mannose 
across membranes. 
1. Introduction 
La biosynthese de polyisoprenol phosphate mann- 
ose, a partir de GDP-mannose a CtC d&rite dans divers 
systemes eucaryotes et l’intervention de cet interme- 
diaire dans la biosynthese des glycoproteines a CtC 
recemment demontree dans le foie de rat [ 11, de 
hamster [2], dans un myelome de souris [3], dans 
l’oviducte de poule et la thyroi’de de boeuf [4] ou 
dans la levure [5] . 
Des etudes preliminaires effect&es dans ce labora- 
toire avaient montre que des preparations microsomi- 
ques d’Aspergillus niger catalysaient Sincorporation 
de mannose, a partir de GDP-mannose, dans une frac- 
tion lipidique identifiee comme polyisoprenol phos- 
phate mannose [6]. LES etudes cinetiques presentees 
dans cette note confirment que ce mannolipide est le 
veritable donneur de mannose aux accepteurs glyco- 
protei’ques endogenes. Le role de cet intermediaire 
lipidique comme transporteur de mannose a travers 
la membrane est Cvoque. 
2. Materiel et mkthodes 
Les milieux d’incorporation contenant la prepara- 
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tion microsomique [7] ont CtC d&its precedemment 
[6] ainsi que l’extraction des lipides ou la recupera- 
tion des proteines [8]. Les conditions selon lesquelles 
les cinttiques d’incorporation sont realisees sont 
precisees dans la legende de la fig. 1. 
La liberation de la radioactivite like apres manno- 
sylation est obtenue par fl-elimination ou traitement 
a la pronase de la fraction proteique [ 51. La permea- 
bilite apparente des membranes microsomiques est 
CtudiCe selon Nilsson et al. [9]. 
3. Rkwltats et discussion 
L’incubation en presence de GDP- [U-l 4 C] mannose 
permet d’obtenir une incorporation de radioactivitt 
dans les lipides et les proteines. Apres elimination du 
precurseur radioactif, la poursuite de l’incubation 
donne les cinetiques de la fig. la: on observe une 
chute de la radioactivite lipidique alors que l’incorpora- 
tion se poursuit normalement dans les accepteurs 
proteiques. Des courbes identiques sont obtenues sans 
elimination du precurseur radioactif, mais apres addi- 
tion d’EDTA (fig. 1 b) qui inhibe la GDP-mannose: 
lipide mannosyl transferase dont le fonctionnement 
necessite un cation divalent Mn*+ ou Mg” [6]. 
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I1 apparait done que le veritable donneur de manno- 
se aux glycoproteines est le polyisoprenol phosphate 
mannose. 
La cinetique d’hydrolyse, representee sur la fig. 2, 
confirme d’ailleurs le caractere proteique des accep- 
teurs puisque l’action de la pronase durant 1 heure 
rend l’essentiel de la radioactivite non precipitable par 
l’acide trichloracetique a 10%. En outre, environ 70% 
de la radioactivite precipitable par l’acide trichlorace- 
tique devient dialysable en presence de NaOH 0,l N 
(21’C; 24 hr). 11 est admis que ce traitement rompt 
specifiquement la liaison 0-glycosidique a la serine 
ou a la threonine [lo] . 
La raison d’etre du polyisoprenol phosphate mann- 
ose, intermediaire obligatoire du transfert de mannose 
aux glycoproteines endogenes, se trouve done pode. 
Un role Cventuel peut etre envisage: celui de transpor- 
teur de mannose a travers la membrane. Effective- 
ment il faut considerer que les accepteurs glycoprotei- 
ques endogenes sont localisk sur la face inteme des 
membranes du reticulum endoplasmique, alors que 
le GDP-mannose, donneur primaire, est sit& dans la 
phase cytoplasmique soluble. Or les membranes 
microsomiques sont semi-permeables et la necessite 
dune translocation des sucres actives est apparue: 
en effet, si des molecules non chargees de poids 
moleculaire inferieur Q 600, peuvent traverser ces 
membranes, les molecules chargees, acetate et mevalo- 
Fig. 1. Cinktiques d’incorporation de mannose ’4C darts les 
fractions lipidiques (o-.-.-o) et proteiques (X-X) des micro- 
somes d’AspergiZlus niger. a) Le milieu d’incubation contient 
100 /.d dune suspension de microsomes (0,2 mg de proteines) 
dans un tampon MES 0,05 M, pH 6,8, 0,5 mM en Mn Cl, et 
10~1 dune solution de GDP-[U-‘4C]mannose a 2 rCi/ml 
(Radiochemical Centre, Amersham; activith specifique 143 
mCi/mmol). Au temps 10 min (fleche verticale), le GDP- 
mannose est elimine du milieu reactionnel par centrifugation 
2 min a 15 000 g, suivie d’un lavage du culot par NaCl 0,l M. 
L’incubation est poursuivie darts le meme milieu, sans GDP- 
mannose..Aux temps indiques, la radioactivite est determinee 
darts les fractions lipidique, protdique ou la phase soluble 
(a-) selon la mkthode precddemment d&rite [ 61. (Des 
rksultats similaires sont obtenus en presence de MgCI, (5 mM) 
a pH 8,s). b) I.e milieu reactionnel est identique au precedent. 
Au temps 10 min, 10 ~1 dune solution 12 mM d’EDTA sont 
ajoutks et l’incubation est poursuivie comme dans le cas 
precedent. 
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Fig. 2. Cinetique d’hydrolyse des protkines membranaires par 
la pronase. Apres incorporation de mannose radioactif dans 
une suspension microsmique le precipitk obtenue par le 
melange chloroforme: methanol (2/l) est repris dans 2 ml 
de NH,H CO, 0,5%, pH 8, et hydrolysi 9 37°C par 0,l mg 
de pronase. Des parties &quotes sont prelev&es aux temps 
indiqtks et la radioactivith est d&rminCe dans les prCcipitCs 
obtenus par I’acide trichlorac~tique a 10% (concentration 
finale). 
nate, sont completement exclues de l’espace 
intramicrosomique [9]. 
Ainsi, les rkdtats du Tableau 1 montrent que le 
mannose penetre librement B l’interieur des vesicules 
microsomiques ob 1’UDPglucose n’a pratiquement 
pas acces (cette experience n’a pu btre realisee avec 
le GDP-mannose radioactif, puisque le mannose st 
metabolise par les membranes microsomiques con- 
trairement au glucose). Le polyisopr&rol, essentielle- 
ment hydrophobe, semple done tout indique pour 
servir de transporteur de mannose t permettre ainsi 
l’acces du substrat ala mannosyltransferase m m- 
branaire. 
11 ne nous a pas Bte possible d’apporter une preuve 
directe a ce role de l’intermbdiaire lipidique. Cepen- 
dam, l’action du palmityl-CoA sur le transfert du 
mannose constitue un argument en faveur de cette 
hypothese. En effet, cette substance cause une inhibi- 
Tableau 1 
Permeabilite apparente des membranes microsomiques 
d’Aspergillus niger au mannose et a I’UDP-glucose 
Temps 
(min) 
Radioactivite (cpm) dam la phase interieure 
des vesicules microsomiques 
Mannose’ 4 C UDP-glucose I4 C 
2 100 40 
10 200 30 
36 300 50 
60 340 60 
Le milieu d’incubation est identique i celui de la fig. 1 i 
ceci pres que le GDP-mannose radioactif est tremplace par 
le [U-’ 4 C] mannose (CEA, activite specitique 150- 200 mCi/ 
mmol) ou l’UDP-[U-‘4C]glucose (Radiochemical Centre, 
Amersham; activiti specifique 260 m Ci/mmol). Aux temps 
indiquks, la reaction est arktee par centrifugation, le culot 
est lave et extrait selon Folch et al. [ 81 et la radioactivite 
de la phase aqueuse, correspondant a l’interieur des vesicules, 
est determinee. 
tion competitive des sysdmes de transport mito- 
chondriaux [1 l] . Les courbes de la fig. 3 montrent 
que la palmityl-CoA est effectivement inhibiteur 
1O~~coups.min~?mg“, phospholipides 
Fig. 3. Action du palmityl CoA sur la vitesse d’incorporation 
du mannose radioactif darts la fraction lipidique. La 
reprksentation utilide est celle d’Eadie, Y = j’( 
e 
). La vitesse 
dmcorporation est exprimee en cpm par minu e-d’incubation 
par mg de phospholipides, en l’absence (o- - -o), et en presence 
de palmityl -CoA 9 X 10-r M (X-X) et 1,8 X 10e4 M 
(*-). 
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Fig. 4. Schema du mecanisme post& pour le transfert de mannose B un accepteur glycoprot&que endogene dans les microsomes 
d’ Aspergillus niger. 
compktitif de l’incorporation de mannose dans les 
accepteurs lipidiques (Ki = 8 X 1 0e5 M). 
I1 faut ggalement prkciser qu’aucune incorporation 
n’a pu dtre obtenue sur accepteur exogkne ou g partir 
du mannolipide comme donneur. Ces faits expkrimen- 
taux sont en accord avec le mkanisme postult. D’une 
part, les accepteurs exogknes se trouvent dans la phase 
soluble et ne sent, par condquent, pas accessible A 
la transft%ase localide sur la face interne de la mem- 
brane; d’autre part, l’intermkliaire lipidique ne peut 
jouer sont r6le de donneur secondaire de mannose 
que s’il est incorpor6 dans la membrane A travers de 
laquelle il permettrait justement le transport du glucide. 
En conclusion, nous suggkrions le mkcanisme 
reprt%ent6 sur la fig. 4. Une translocase, analogue g 
celle qui, dans la membrane des bactkries, participe g 
la biosynthbse des peptidoglycanes, catalyse la man- 
nosylation du lipide, faisant passer le mannose d’une 
phase aqueuse A une phase lipidique, A travers laquelle 
il est transport6 Une mannosyltransfkrase A laquelle 
de mannolipide a accbs, catalyse alors l’incorporation 
du marmose dans les accepteurs glycoprotkiques 
sit&s sur la face inteme de la membrane. 
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